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論文内容の要旨
本研究では、生体内での変異タンパク質の機能解析が可能なキイロショウジョウパエを用いて、まずロドプシンの
N ー結合型糖鎖の結合部位とその役割について検討した。その結果、糖鎖は Asn20 のみに結合し、ロドプシン成熟
過程に関与することを明らかにした。一方、 Asn196の変異は Age-dependent かっ light-enhanced type の網膜変性を
引き起こすことを発見し、その変性過程について詳細な形態学的解析と生化学的解析を行った。
ショウジョウパエロドプシンの糖鎖付加部位を同定するために、まず、試a験合内で‘オプシン(ロドプシンのタンパ
ク質部分)の合成を行った。この系で、 2 つの糖鎖付加候補残基 (Asn20 と Asn196) の各々をなくした変異オプシ
ン 2 種類 (N201、 N196 1 )を合成した結果、オプシンはおそらく糖鎖を 1 本結合しており、その結合部位はAsn20
ではないかと予想された。これを生体で確認するため、 2 種類の形質転換体 ninaE N2 01 および ninaE N 1 9 6 1 (それぞ
れN201 、 N1961変異オプシンのみを発現する)を用いてオプシンの生体内での糖鎖付加位置が Asn20で、あることを
明らかにした。オプシンの量は ninaE N2 01 で大きく減少したことから、糖鎖はオプシンの成熟あるいは輸送の過程
に関与していることが示された。
一方、 Asn196は糖鎖付加に関与しないにもかかわらず、これを失った ninaE N 1961 のロドプシンの量は野生型の約
20%に減少した。これは Asn196が糖鎖付加とは異なる役割をもつことを示唆しているo そこでこの部位の役割を理
解するために、光条件を変えてロドプシン量と細胞形態の変化を継時的に観察した。生後間もない ninaE N 1961 の視
細胞は、光受容部位が若干小さいもののほぼ正常な形態を示した。このハエを暗黒下で長期間飼育すると、緩やかに
オプシンが減少するとともに、光受容部位の崩壊が起こり、網膜変性と呼ばれる症状を示すことが明らかとなった。
さらに、このハエに光を照射すると網膜変性が著しく促進され、約24時間以内にほぼ完全にロドプシンが失われた。
約 1 時間の白色光照射でも視細胞が変性し始め、次第に異常な膜構造が細胞内に多数現れた。 48時間の光照射では光
受容構造がほぼ消失すると共に、細胞体の胞状化が進行し、最終的には細胞の収縮や崩壊が観察された。また、変性
中の細胞の核内の染色質構造の変化が示唆された。このハエの変異形質は野生型に対して劣性であり、網膜の電気生
理学的光応答も正常であったことから、光情報伝達系の冗進異常が変性の原因ではないことが示唆された。この変異
は網膜変性を引き起こす変異のなかでも劣性であるという点で珍しく、またロドプシンの合成量が比較的多く変性の
進行が速いという点でも他の変異とは異なる特徴を示す。このことは他の優性の網膜変性とは異なる機構で網膜変性
を引き起こす可能性を示唆している o N1961変異ロドプシンは恐らくその分子構造の異常から、光受容膜の形態維持
ハhu
と視細胞の生存にとって悪影響を及ぼし、さらに光受容に伴う分子構造の変化によりその傾向が強められるのではな
いかと考えられる O
論文審査の結果の要旨
視覚は視細胞中の視物質の光受容によって生じる o 視物質は小胞体でペプチドが合成され、糖鎖修飾を受け、コ、、ル
ジ体を経て、糖鎖が除去されて感梓膜に輸送される。ショウジョウパエの視物質ロドプシンには 2 カ所の糖鎖修飾可
能アミノ酸配列がある O 片野坂君提出の論文では遺伝子操作によりこの 2 カ所に変異を入れたショウジョウパエを作
り、生体中では 2 カ所のうち N末端に近い l カ所だけが糖鎖修飾を受けることを明らかにした。また、他の箇所に変
異の入ったハエは光依存的に網膜変性を起こすことを発見し、その変性過程を詳細に調べ明らかにした。
これらの知見は視覚の研究に新たな視点を与えるだけでなく、作成されたハエは現在難病に指定されている網膜変
性症の治療法研究にとって重要な研究材料となる。よって片野坂君提出の論文は博士(理学)の学位論文として十分
価値のあるものと認める o
円。
